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1. Introduccion

1.1. Marco Referencial

Las enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer (AD), la de Parkinson (PD), la
de Huntington (HD) y la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS), se caracterizan por una pérdida
selectiva de neuronas, esto involucra a ciertos sistemas funcionales y como resultado, se
presentan manifestaciones clinicas especificas en cada una de ellas'®'. Dichas
enfermedades, representan uno de los principales problemas a nivel médico vy
socioeconomico, debido al impacto que tienen en los ambitos laboral, social y familiar del
paciente’®. Aunque estos padecimientos pueden afectar a personas de cualquier edad, su
prevalencia e incidencia aumentan dramaticamente con la edad y se estima que habra un
mayor numero de casos en los proximos afnos, debido al incremento en la esperanza de vida
en muchos paises?®. Es tal la importancia de las enfermedades neurodegenerativas, que
actualmente, se encuentran entre las primeras diez causas que ocasionan la muerte y para
las cuales aun no hay cura o algun tratamiento que las disminuya significativamente®8.

Como ya se menciond, existen diferencias clinicas entre este tipo de enfermedades, sin
embargo, éstas comparten mecanismos patoldgicos celulares y moleculares que comprenden
el plegamiento anormal de ciertas proteinas, asi como la formacion y deposicién de
agregados peptidicos que afectan el funcionamiento adecuado de las neuronas. La autofagia
representa la via lisosomal principal para la degradacién de organelos disfuncionales y de
agregados proteicos?'?. Diversos estudios han descrito fallas en el proceso de autofagia en las
enfermedades neurodegenerativas; esto puede ocurrir en diferentes etapas del proceso y
finalmente puede contribuir a la muerte neuronal'?,

Se ha demostrado que el incremento de la autofagia disminuye los niveles de las proteinas
toxicas que son propensas a formar agregados, ademas, dicha induccién puede ser benéfica
en varios modelos de enfermedades neurodegenerativas, asi como en el envejecimiento en
general?'?. Por todo lo anterior, diversos grupos de investigadores se han dado a la tarea de
estudiar compuestos que puedan tener un potencial para ser empleados como reguladores
terapéuticos de la autofagia en las principales enfermedades neurodegenerativas.



1.2. Planteamiento del problema

Los primeros compuestos capaces de modular la autofagia y que fueron estudiados en las
enfermedades neurodegenerativas (aproximadamente desde el afio 2002 a 2004173.175.176) ‘en
su mayoria, inhiben al blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR). Dicha cinasa impide la
activacién de la autofagia, y a pesar de que existen otros elementos que intervienen en la
regulacion de esta via lisosomal, ésta es considerada su regulador principal. Ademas de
participar en la via autofagica, mTOR también controla la transcripcion, la traduccién, el
crecimiento celular, la proliferacion, la biogénesis de ribosomas, la biogénesis mitocondrial y la
organizacion del citoesqueleto, entre otras funciones 06,

Con base en lo anterior, y considerando que estas patologias son procesos cronicos y que por
ello, posiblemente la induccién de la autofagia se tenga que llevar a cabo durante un periodo
muy largo; algunos investigadores proponen que la inhibicién prolongada de mTOR (aunque
puede ser benéfica en la parte de la autofagia) podria alterar las demas funciones de esta
cinasa 196166 y por consiguiente, su efecto general propiciaria que la neurodegeneracion fuera
mas rapida y/o extensa, en lugar de detenerla o retrasarla. Ante esta situacion, se han
realizado diversos estudios con reguladores de la autofagia dependientes de mTOR, para
comprobar si lo que se planted anteriormente ocurre en modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas; y, por otra parte, diversos cientificos han decidido estudiar reguladores
que tengan un mecanismo de accion independiente de mTOR para evaluar sus efectos en

estas enfermedades.

1.3. Objetivos

General

-Realizar una revisién bibliografica para identificar los reguladores de la autofagia con
potencial terapéutico en cuatro enfermedades neurodegenerativas (AD, PD, HD, ALS),
reportados durante el afo 2010 a 2017 y determinar si su mecanismo de accion es
dependiente o no de mTOR.

Particulares

-Describir el mecanismo de la autofagia (macroautofagia) y su regulacion.



-Explicar la relacion que existe entre la autofagia y las cuatro enfermedades
neurodegenerativas.

-ldentificar los mecanismos de accién de los reguladores (dependientes o independientes de
mTOR), los modelos in vitro e in vivo en los que se han estudiado, los estudios clinicos en los

que se han probado, asi como los resultados obtenidos.

1.4. Hipétesis

Los mecanismos de accion de la mayoria de los reguladores de la autofagia con potencial
terapéutico para las enfermedades neurodegenerativas (AD, PD, HD, ALS), reportados

durante los afios 2010 a 2017 seran dependiente de la cinasa mTOR.

1.5. Metodologia

Se realizé una busqueda en la literatura cientifica sobre el proceso de autofagia
(particularmente de la macroautofagia), su regulacion y su relacién con cuatro enfermedades
neurodegenerativas (AD, PD, HD y ALS). Para ello, se utilizé el buscador de informacion de la
Direccion General de Bibliotecas de la UNAM y dos bases de datos, MEDLINE (a través de
PubMed), y ScienceDirect. La mayoria de los articulos de interés se descargaron a través de
alguno de esos recursos electronicos; y el resto, que no fue posible conseguir de dichos
recursos, se obtuvo directamente de la pagina de internet de las revistas cientificas donde se
publicaron esos articulos. A partir de esta revision, se obtuvo un panorama general de esos

temas y a su vez, se identificaron los hallazgos mas recientes en cada uno de ellos.

Posteriormente, empleando los mismos recursos electrénicos, se buscaron reguladores de la
autofagia con potencial terapéutico para las distintas enfermedades (AD, PD, HD y ALS)
reportados durante los afios 2010 a 2017. En total se encontraron 32 compuestos, de los
cuales se identific6 su mecanismo de accion (si es o no dependiente de mTOR), los modelos
in vitro e in vivo en los que se han estudiado, los resultados obtenidos y los estudios clinicos
en los que se han probado. Para estos ultimos, también se consulté la pagina de internet de la

Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos, ClinicalTrials.gov; de la cual se obtuvo



el identificador NCT (numero con el que se registré el ensayo clinico), la fase del ensayo y la

informacion obtenida al término de este.

2. Principales sistemas de degradacién en la célula

Uno de los requerimientos para el buen funcionamiento de cualquier tipo celular, es que haya
un balance entre la sintesis, la degradacion y el reciclaje de sus componentes como
proteinas, lipidos, organelos, etc. Para cumplir este objetivo, ellas han desarrollado
mecanismos para eliminar dichos componentes, y a su vez, renovarlos constantemente'?.

En las células eucariotas, la degradacion de proteinas se da principalmente por dos sistemas:
el Sistema Ubiquitina-proteosoma (UPS), también conocido como la via proteasomal o
citosolica, y la autofagia, referida como la via lisosomal. Ambos sistemas estan altamente
regulados y tienen un papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis proteica®.
Para facilitar la identificacion de los sustratos proteoliticos del UPS y de la autofagia, éstos se
han dividido, segun la mas reciente clasificacion, en tres tipos dependiendo su funcion3.

Tipo 1: Proteinas funcionales que tienen un tiempo de vida corto y su degradacién representa
un mecanismo de regulacion. Por ejemplo: aquellas que participan en la division celular, en la
transcripcion de genes, en sefiales de transduccion y en la endocitosis?7°.

Tipo 2: Proteinas no funcionales, mal plegadas que son eliminadas rapidamente como
mecanismo de limpieza?.

Tipo 3: Proteinas funcionales con un tiempo de vida relativamente largo, que a diferencia del
tipo 1, no son degradadas por mecanismos reguladores, solo son eliminadas cuando no hay
suficientes nutrientes en la célula o como un mecanismo para reciclar dichos nutrientes*3.144,
Las proteinas tipo 1 y 2, en su mayoria, son sustratos del UPS, mientras que aquellas tipo 3,
principalmente lo son de la autofagia. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, las proteinas tipo
2 pueden llegar a ser degradadas por esta via lisosomal: al oligomerizarse o formar
agregados y por consiguiente volverse insolubles, o debido a otros factores que involucran el
estado fisioldgico de la célula?; pues en ciertas ocasiones la capacidad del proteosoma es
excedida y debido a ello, todas las proteinas tipo 2 son redireccionadas hacia la degradacion

mediada por la autofagia 35 89 202,

2.1. El sistema Ubiquitina-proteosoma (UPS)




Esta formado por diversos componentes que generan una cadena de eventos, con el objetivo
de ubiquitinar un sustrato y posteriormente degradarlo®®. El primer paso es la identificacion de
las proteinas blanco; esto se da por medio de la unién covalente de una cadena polimérica de
ubiquitina (Ub) (péptido de 76 aminoacidos), a una o mas lisinas de las proteinas sustrato. En
este mecanismo participan tres tipos de enzimas: E1 (de activacion), E2 (de conjugacién) y E3
(de ligacién). Después, las proteinas son reconocidas por el proteosoma, un complejo proteico
que puede localizarse en el nucleo o en el citoplasma y esta conformado por un centro
catalitico 20S y una o dos subunidades regulatorias 19S2%'. Especificamente, es el complejo
regulatorio 19S, él que se encarga del reconocimiento y desplegamiento de las proteinas
sustrato. En seguida, las enzimas deubiquitinasas (DUBs) retiran las cadenas
poliubiquitinadas y finalmente, se lleva a cabo la translocacion de las proteinas blanco al
centro del proteosoma para que éstas sean degradadas (Fig.1).

Ademas de participar en la degradaciéon de proteinas, el UPS es central en la regulacion de

diversos procesos celulares, el ciclo celular, la diferenciacion y la apoptosis?®”.

Fig.1l. Esquema del Sistema Ubiquitina-Proteosoma.Consultar texto para mayor informacion.
Fuente: Sino Biological (s.f.). Ubiquitin-Proteasome Pathway?%4

2.2. El Proceso de Autofagia

La autofagia (proveniente de las raices griegas, auto - uno mismo; phagos - comer) es un
proceso en el que se degradan macromoléculas (como proteinas, lipidos, etc.) y organelos, a

través de los lisosomas y esta altamente conservado en todos los eucariontes'®?. El lisosoma
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es el organelo clave para la degradacion intracelular'®: '8: por medio de la ruta endocitica son
dirigidos hacia él, los componentes extracelulares y las proteinas de la membrana plasmatica;
y a través de la autofagia, llegan al lisosoma los componentes intracelulares 139 (Fig.2).

Especificamente en mamiferos, existen tres tipos de autofagia (Fig.2): microautofagia,
macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (CMA). Los tres tipos contribuyen a la
degradacion lisosomal, pero difieren en el tipo de componentes que eliminan, los mecanismos
que contribuyen a dirigir estos componentes hacia el lisosoma y en su regulaciéon3”:136,

De manera general, la autofagia participa en la regulacion de la sintesis y degradacion de
proteinas; de esta forma contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular y garantiza la
renovacion continua del proteoma. Adicionalmente, la autofagia tiene un papel esencial en el
desarrollo y la diferenciacion celular'43.Otras funciones atribuidas a la autofagia estan
relacionadas con la adaptacion y respuesta de la célula ante cambios ambientales y factores
de estrés extracelulares e intracelulares''; dichas funciones son mas especificas y sélo se

llevan a cabo por cierto tipo de autofagia.

2.2.1 La Microautofagia

En este tipo de autofagia, los elementos citosélicos a degradar pueden ser seleccionados de
manera inespecifica (proteinas) o especifica (organelos). Algunos de los organelos que son
eliminados por este mecanismo, son la mitocondria (micromitofagia)'’, el nucleo
(micronucleofagia)'® y los peroxisomas (microperoxifagia)*’. En el caso de las levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha), lo anterior ya se
demostrd’34; sin embargo, en células de mamiferos faltan mas estudios que confirmen la

degradacion de dichos organelos a través de la microautofagia.

La captura de los componentes a degradar estd mediada por microfilamentos y se da
directamente en la membrana lisosomal, a través de invaginaciones o deformaciones (Fig.2
(i1)). De esta manera, son introducidos al interior del lisosoma para ser eliminados
directamente en las vesiculas o pueden ser liberados al medio lisosomal para su
degradacion'3! 182195 En todo este proceso se requiere de ATP como fuente de energia’®.

En mamiferos, se sabe muy poco de la participacion de la microautofagia en condiciones
normales y patoldgicas. Esto se debe a que actualmente existen pocas herramientas para

estudiar este tipo de autofagia'®* y adicionalmente, se han encontrado pocos genes
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homdlogos a los de la levadura; pues es en este organismo, en el que mas se ha estudiado

este proceso y del que mayor informacién se tiene hasta la fecha.

Fig.2. Rutas de degradacion en las que participa el lisosoma. Via endocitica (i),
microautofagia (ii), autofagia mediada por chaperonas (iii), macroautofagia general y
especifica (ejemplos: mitofagia y xenofagia) (iv).

Abreviaturas: ER, reticulo endoplasmico; IM, membrana aislada; N, nucleo. Modificado de
Mizushima et al. 20113,

2.2.2 La Autofagia mediada por chaperonas (CMA)

En la CMA, los sustratos degradados son proteinas citosolicas solubles que tienen en su
estructura secuencias peptidicas relacionadas bioquimicamente con el motivo Lys-Phe-Glu-
Arg-GIn (KFERQ) 5. Algunos ejemplos son: enzimas glucoliticas (GAPDH, aldolasa, PGM)*,
factores de transcripcion [c-fos, Pax, factor potenciador especifico de miocito 2D (MEF2D))®

248 y proteinas que se unen al calcio (anexinas especificas)®.
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Esta via comienza en el citosol, donde la chaperona HSC70 reconoce a la proteina sustrato
(Fig.3 (i)). ElI complejo sustrato-chaperonas y co-chaperonas se dirige a la superficie de los
lisosomas, donde se une a las colas citosélicas de los monémeros de LAMP-2A (Fig.3 (ii)). La
unién del sustrato con el receptor, promueve la multimerizacion de LAMP-2A para la
formacion de un complejo de translocacion (Fig.3 (iii)). Entre este y el siguiente paso, la
proteina sustrato es desplegada; posteriormente ésta cruza la membrana, asistida por la
HSC70 localizada en el lumen lisosomal (lys-HSC70) (Fig.3 (iv)). Una vez dentro del
lisosoma, el sustrato se degrada rapidamente (Fig.3 (v)) y HSC70 promueve el desensamble

del complejo de translocacion3 (Fig.3 (vi)).

Fig.3. Esquema de la Autofagia mediada por chaperonas. Consultar texto para mayor
informacion. Fuente: Cuervo, A.M. 200938,

En casi todas las células se pueden detectar niveles basales de la CMA, ya que ésta
representa una fuente de aminoacidos y contribuye con el control de la calidad de las
proteinas. Algunas de las funciones especificas en las cuales participa este tipo de autofagia
son: la presentacion del antigeno en células dendriticas®®®, la preservacion de la viabilidad
neuronal a través de la modulacion de los niveles del factor de transcripcion MEF2D?4 y el
control del crecimiento de células tubulares renales por medio de la degradacion del factor de

transcripcion Pax22%,
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2.2.3. La Macroautofagia

En este tipo de autofagia se pueden degradar inespecificamente proteinas del citoplasma y de
forma especifica, ciertos organelos como la mitocondria (mitofagia)'®’, los peroxisomas
(peroxifagia)?'® y los ribosomas (ribofagia)'%%; agregados proteicos (agrefagia)?’; y patdgenos
intracelulares (xenofagia)®”.

La macroautofagia (que de ahora en adelante se denominara -autofagia-) se caracteriza por la
presencia de una vesicula de doble membrana, denominada autofagosoma, que contiene en
su interior los sustratos a eliminar. Esta vesicula se crea de novo y en las primeras etapas de
su formacién, en la cual es un compartimento primario de doble membrana, es conocida como
fagoforo. Posteriormente, éste se expande y comienza a adoptar una forma circular, para dar
lugar al autofagosoma (que es una estructura esférica). Después, el autofagosoma es dirigido
hacia el lisosoma y una vez que se lleva a cabo su fusion (formando el autofagolisosoma) se
degradan los sustratos a través de las hidrolasas lisosomales 2.

A continuacion, se describiran cada una de las etapas de la macroautofagia en mamiferos, asi
como su regulacién. Es importante hacer esta distincion, ya que la elucidacion de la
maquinaria molecular de la macroautofagia proviene principalmente de estudios genéticos en
la levadura (a partir de los cuales se descubrieron los genes ATGs) y aunque existen
elementos homoélogos en los mamiferos, también en éstos ultimos, hay otros componentes
adicionales que son propios de eucariontes superiores 39,

- Induccién: Es el primer paso de la autofagia y como su nombre lo indica, induce la formacion
del fagoforo. EI complejo que participa esta conformado por proteinas relacionadas con la

autofagia (Atg) y por proteinas relacionadas con las Atg'3° (Tabla 1y Fig.4 (i)).

Tabla 1. Componentes del complejo de induccion.

Atg y proteinas relacionadas con
Atg
ULK1/2

Complejo (Puede ser cualquiera de las dos

Caracteristicas

Serinal/treonina cinasa

isoformas de esta enzima)

Atg13 No se ha definido
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FIP200

ULK (también llamada RB1CC1)
Atg 101

(también llamada C120rf44)

Andamio para ULK1/2 y Atg 13

Interacciona con Atg13

Fig.4. Etapas de la autofagia. Induccion (i), nucleacién (ii), elongacién (iii), cierre y
maduracion (que también incluye la fusion del autofagosoma con el lisosoma) (iv). La ultima
etapa, degradacion de los sustratos, no se muestra en el esquema. Modificado de Sarkar.
201391,

El complejo ULK es estable y se forma independientemente de las condiciones celulares; sin
embargo, su activacion depende del estado de la célula y de ciertos factores. Cuando el
complejo ULK es activado, se trasloca a ciertas regiones del reticulo endoplasmico’®,
denominadas omegosomas, donde se forma el fagoéforo. El principal regulador de la induccion
de la autofagia es la cinasa mTOR, el cual inhibe su activacion. Esta cinasa puede formar dos

complejos diferentes, mMTORC1 y mTORC2, los cuales tienen diversos elementos. Ambos
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complejos estan en el centro de una via de sefializacion que puede controlar diversas
funciones celulares, como la autofagia, la transcripcion, la traduccién, el crecimiento celular, la
proliferacion, la biogénesis de ribosomas, la biogénesis mitocondrial y la organizacion del
citoesqueleto, entre otros'%. Especificamente, en el caso de la autofagia, mTORC1 es el
complejo mas importante debido a que participa directamente en la regulaciéon de este
proceso. En condiciones basales, mMTORC1 se encuentra unido al complejo de inducciéon ULK
e impide que se lleve a cabo la autofagia; sin embargo, cuando ésta se induce, mTORC1 se
disocia del complejo ULK®. De esta forma, la cinasa ULK puede fosforilar a otros
componentes como Atg13 y FIP200 (dentro del complejo ULK1/2) y comenzar la autofagia®®
(Fig.5). Asimismo, la activacion del complejo ULK favorece el reclutamiento del complejo PI3K
de clase lll, él cual es necesario para el siguiente paso (nucleacion) donde inicia propiamente

la formacion del fagoforo.

Fig.5. llustracion de la interaccion de mTORC1 con el complejo ULK. Modificado de
Fernandez Prieto M. 2016%°,

Es importante mencionar que ademas de mTOR, existen otras moléculas que pueden inducir
la autofagia. De manera general, las vias de sefalizacion que activan la autofagia se dividen
en dos grupos: dependientes e independientes de mTOR®1,

Vias dependientes de mTOR:
e PI3K/AKY/TSC/mTOR (Fig.6 (i))
e AMPK/TSC/mTOR (Fig.6 (ii))
e Rag/mTOR (Fig.6 (iii))

Vias independientes de mTOR:
e La via dependiente del inositol (Fig.7 (i))
e Ca?*/Calpaina (Fig.7 (ii))
e cAMP/EPAC/PLCe (Fig.7 (iii))
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¢ JNK1/Beclina-1/PI3K (Fig.7 (iv))

Adicionalmente a todas las vias que se mencionaron, la induccion de la autofagia también
esta controlada por diversas familias de factores de transcripcion como MITF y FOXO56 (Fig.6
(iv)), asi como CREB y ATFS.

Fig.6. Esquema de la Induccion de la autofagia por vias dependientes de mTOR (i, ii y iii) y
por factores genéticos (iv). Modificado de Sarkar. 2013'9".
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Fig.7. llustracién de la Induccion de la autofagia por vias independientes de mTOR (i, ii, iii y
iv). Modificado de Sarkar. 20131,

- Nucleacién: Corresponde al ensamblaje de la doble membrana del fagéforo, para ello se
requiere el complejo PI3K de clase Il (PtdIns3K)'3°, El nulcleo del complejo PtdIins3K esta
compuesto por la subunidad catalitica VPS34, por VPS15 y por Beclina*®:75% (Tabla 2). Este
complejo produce inositol trifosfato (PI3P), el cual es un fosfolipido que desempefa una
importante funcion como mediador de sefiales intracelulares y se localiza en la membrana del
fagoforo. Existen diversos complejos PtdIins3K, todos contienen los elementos centrales
(VPS34, VPS15 y Beclina 1), pero difieren en sus componentes adicionales. Dichos

componentes actuan como moduladores y se unen al complejo PtdIns3K a través de Beclina
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1, para determinar sus papeles especificos durante la autofagia (activacion o inhibicion)?%2.

Por esta razon, Beclina 1 es considerada la subunidad reguladora®.

Tabla 2. Componentes del complejo de nucleacion.

Atg y proteinas o
_ Caracteristicas
relacionadas con Atg

Complejo ” VPS34 Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)
Ptdins3K/PI3K | G | (también llamada PIK3C3)
g 9; VPS15 Serinaltreonina cinasa
(También 8 § (también llamada PIK3R4)
llamado é E Componente del complejo PI3K
Complejo VPS34 | & Beclina 1
clase lll)
ATG14L Subunidad especifica
(también llamada Barkor) relacionada con la autofagia

El complejo Ptdins3K mejor caracterizado contiene a ATG14L y es esencial en la
macroautofagia, pues estd involucrado en la formacion del fagéforo”™ (Fig.4 (ii)). En
condiciones basales, la mayor parte de ATG14L se encuentra dispersa por el citosol; pero tras
la activacion de la autofagia, ATG14L se ubica en el reticulo endoplasmico y forma acumulos
en la membrana del fagoforo'®. Se cree que ATG14L se une directamente al PI3P (que se
encuentra en la membrana del fagoforo), y debido a esta unién es capaz de detectar y
mantener la curvatura de la membrana, que posteriormente dara lugar al autofagosoma®. Un
segundo complejo PtdIins3K, que regula positivamente a la macroautofagia, contiene a la
proteina UVRAG en lugar de ATG14L""®. Tanto ATG14 y UVRAG, compiten por la unién con
PIK3C3 y por ello participan en distintas etapas de la autofagia. EI complejo ATG14- BECN1-
PIK3C3-PIK3R4, actua al inicio de la formaciéon del fagéforo; mientras que el otro complejo,
UVRAG-Beclin1-PIK3C3- PIK3R4, interviene en la maduracion del autofagosoma®® (Fig.4
(iv)).

En relacion con el origen de la membrana del fagéforo, actualmente existen dos modelos: el
primero es el de maduracién y propone que las membranas derivan de un organelo?? como el

reticulo endoplasmico®, la mitocondria®® o la membrana plasmatica'”*. El segundo plantea
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que la membrana se sintetiza de novo, a partir de los depdsitos de la proteina Atg9'?6. Dicha
proteina se localiza en el trans- Golgi network (TGN) y en los endosomas tardios y cuando se
lleva a cabo el ensamblaje del fagoforo, se cree que actua como “acarreadora de
membranas”®1%% e interviene en un proceso ciclico dirigiendo dichas membranas desde el
TGN hasta el sitio de formacion del fagoforo. Estos dos modelos no son mutuamente
excluyentes y lo mas probable es que ambos sean utilizados durante la autofagia.

Otras moléculas que también regulan la nucleacion son MTMR3 y MTMR14/Jumpy. Estas
enzimas se encargan de desfosforilar al PI3P (generado por el complejo Ptdins3K) y asi,

modulan negativamente la formacion y el tamario del fagéforo®°.

- Elongacién: Se refiere a la expansion del fagoforo y ocurre simultaneamente a la
nucleacion®®. En este proceso participan dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina (UBL): el
sistema Atg12 y el sistema LC3 139 (Tabla 3 y Fig.4 (iii)).

Sistema Atg12: Involucra la formacion del complejo Atg12-Atg5-Atg16L1/2, el cual se asocia a
la parte externa de la membrana del fagéforo, pero se disocia una vez que ha terminado la
formacion del autofagosoma. Atg12 es activada por Atg7 (enzima E1) y se transfiere a Atg10
(enzima E2), posteriormente forma un conjugado con Atg5, el cual interactia con Atg16L1/2 y
esto da lugar a un complejo multimérico®%. El sistema Atg12 no tiene enzima de
desconjugacion 'y por ello, este complejo (Atg12-Atg5-Atg16L1/2) se forma
independientemente de las condiciones celulares'®.

El sistema LC3: Se basa en la modificacion de LC3 mediante la lipidacion con
fosfatidiletanolamina (PE). LC3-PE se situa tanto en la parte externa como interna de la
membrana del fagéforo y se mantiene en el autofagosoma hasta su unidon con el
lisosoma??214, LC3 se sintetiza como precursor con secuencias adicionales de aminoacidos
en su extremo carbonilo (proLC3) y es procesada por la cistein-proteasa, Atg4 88 9, La forma
LC3 resultante, denominada LC3-I (glicina expuesta en region C-terminal), se activa por Atg7
(enzima E1) y se transfiere a la Atg3 (enzima E2). Después, LC3-l se une de manera
covalente a un fosfolipido de membrana, fosfatidiletanolamina (PE)’4, para dar lugar a LC3-Il y
finalmente éste ultimo se ensambla en la membrana del fagéforo. A diferencia del otro sistema

de conjugacion, la lipidacion de LC3 se regula positivamente cuando se activa la autofagia’8.
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Una de las funciones especificas de LC3-ll, se da durante la eliminacion de agregados
proteicos ubiquitinados, ya que éste interactua con las proteinas SQSTM1/p62 y optineurina
(OPTN) (ambas reclutan sustratos ubiquitinados), y asi, incorpora estos agregados al

autofagosoma?®. 157. 227,

Tabla 3. Sistemas de conjugacion involucrados en la elongacion.

Sistema Atg12 Sistema LC3
Atg y proteinas _ Atg y proteinas _
, Caracteristicas _ Caracteristicas
relacionadas con Atg relacionadas con Atg
Proteina tipo Proteina tipo
Atg12 ubiquitina, LC3-I ubiquitina,
se conjuga con Atgb se conjuga con PE
Atg7 Enzima similar a E1 Atg7 Enzima similar a E1
Atg10 Enzima similar a E2 Atg3 Enzima similar a E2
Se une a LC3-l, es una
enzima de
Atg5 Conjugada por Atg12 Atg4 . .
desconjugacion
(hidrolasa)
Homodimero,
Atg16L1/2
interactua con ATg5

Los dos sistemas de conjugacién estan estrechamente relacionados. Ambos tienen a la
proteina Atg7 como enzima tipo E1; de hecho, la unidén de Atg7 con LC3-l o Atg12 se da de
manera mutuamente excluyente®. Adicionalmente, el complejo Atg12-Atg5-Atg16L actua

como una ligasa similar a E3 e interviene en la unién de LC3-l a PE®566,

- Cierre y Maduracion: Respecto al cierre del autofagosoma, hasta el momento, se ha

identificado que principalmente la maquinaria del ESCRT participa en este proceso'’°. La
maduracion involucra el transporte del autofagosoma hacia los lisosomas y la fusion entre
ellos, lo cual da lugar al autolisosoma. LC3-Il actia como un adaptador Rab e integra a los
autofagosomas que estan totalmente formados, a la red de trafico de membranas'®’. Estos
son desplazados a través esa red (de manera dependiente de microtibulos'') con la finalidad

de dirigirse hacia los lisosomas. A menudo, la macroautofagia converge con la ruta endocitica
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y por esta razén, antes de la fusidn entre el lisosoma con el autofagosma, este ultimo puede
unirse con endosomas tardios y cuerpos multivesiculares, para dar origen a los anfisomas'®
220 (Fig.4 (iv)). Durante el evento de fusion, las proteinas SNARE (cuya funcion principal es
facilitar la union entre vesiculas) son las que dirigen principalmente este proceso.
Especificamente, la proteina Vti1b participa en la fusién de los autofagososmas con los
cuerpos multivesiculares®; mientras que VAM7, VAM9 y la sintaxina 17, estan involucradas en
la fusion entre el autofagosoma y el lisosoma“#>%’. Otras moléculas involucradas en esa etapa,
son las proteinas Rab (Rab 7,11,22 y 24), las cuales se encargan del reconocimiento incial
entre las vesiculas que vayan a unirse y la maquinaria del ESCRT 7%'16 Fig.4 (iv)). Después
del evento de fusion, conforme va madurando el autofagolisosoma, éste se va acidificando; ya
sea por el pH acido del lisosoma o por la bomba de protones que contiene el autofagosoma

en su membrana externa®.

- Degradacién de los sustratos: Las condiciones acidas del autofagolisosoma (pH 4.5-5.0),

permiten el Optimo funcionamiento de las enzimas hidroliticas para llevar a cabo la
degradacion de sus componentes. Algunas moléculas que son obtenidas en esta ultima etapa,
se exportan al citoplasma a través de permeasas lisosomicas para que la célula las utilice en
procesos biosinéticos o para generar energia®*4.

Ademas de las funciones generales en las cuales interviene la autofagia, y que se
mencionaron anteriormente, este tipo de autofagia también participa en la respuesta de la
célula ante diversos factores de estrés (extracelulares e intracelulares)'"; y por ello se activa
cuando hay disminucion o ausencia de nutrientes, de insulina, de otros factores de

crecimiento, bajo condiciones de hipoxia y ante el estrés del reticulo endoplasmico 62,
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3. La Autofagia y su relacién con las enfermedades neurodegenerativas

La relacidon entre el proceso de autofagia y las enfermedades de AD, PD, HD y ALS surge

principalmente, a partir de los siguientes hallazgos:

- La autofagia es importante para el mantenimiento de la homeostasis neuronal.

Las neuronas al ser células postmitdticas, pueden ser particularmente sensibles a la
acumulacion de agregados proteicos o de compuestos citosélicos dafiados??!, debido a que
no pueden eliminarlos por medio de la division celular. Por esta razén, es fundamental que las
neuronas mantengan mecanismos de control de calidad como la autofagia, para respaldar su
viabilidad y funcionalidad a largo plazo. Adicionalmente, en modelos murinos, en los cuales se
inactivan algunos de los genes involucrados en la formacion del autofagosoma (ATGS, ATG7),
se observa una degeneraciéon axonal debido a la acumulacidon de agregados protéicos

intraneuronales, asi como la muerte prematura®’-98.%°,

- La autofagia puede tener diversos efectos en las enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas como la AD, PD, HD y ALS, pertenecen a un subgrupo
de patologias relacionadas con defectos en la conformacién de ciertas proteinas
(proteinopatias); esto favorece su organizacién en estructuras oligoméricas y posteriormente
en agregados, los cuales son téxicos para las neuronas. Se ha demostrado que al adoptar
esta conformacion, el Gnico mecanismo capaz de degradar dichos sustratos es la autofagia?”’.
También, en todas estas proteinopatias, se han identificado un gran numero de vesiculas
autofagicas, tanto en las neuronas de pacientes, como en los modelos animales?'?. Esto
podria evidenciar que la disfuncion en la autofagia puede contribuir en el proceso
neurodegenerativo. De hecho, diversos estudios han senalado que cada enfermedad
neurodegenerativa se relaciona con defectos en diferentes etapas de la autofagia, y estos
representan un mecanismo patoldgico secundario’'. Considerando todo lo anterior, existe un
escenario complejo, donde la autofagia puede tener un papel dual en las enfermedades
neurodegenerativas; por un lado, puede promover la degradacion de las proteinas mal
plegadas, pero a su vez, su desregulacién perturba la homeostasis proteica y contribuye a la

progresion de la enfermedad??8.
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-La induccion de la autofagia como mecanismo de neuroproteccion en enfermedades
neurodegenerativas.

Se cree que los agregados proteicos contribuyen al dafio de los organelos, la disfuncion
sinaptica y la degeneracion neuronal; es por ello que su eliminacion, se ha sugerido como un
enfoque terapéutico potencial para las enfermedades neurodegenerativas's. En la mayoria de
los modelos animales (de estas enfermedades neurodegenerativas), la inducciéon de la
autofagia reduce los niveles de las proteinas tanto solubles como en su forma de agregados y
se asocia con efectos benéficos?6:34.183.194.207.237 por esta razén, en el contexto de dichas
enfermedades, la induccion de la autofagia como una respuesta neuroprotectora, ha sido

ampliamente aceptada por la comunidad cientifica?'2.

A continuacion, se describe el impacto de las alteraciones en el proceso de autofagia en las
enfermedades de AD, PD, HD y ALS.

3.1. La Enfermedad de Alzheimer (AD)

Se manifiesta principalmente por pérdida de la memoria, asi como el deterioro de otras

capacidades mentales, causadas por la neurodegeneracion progresiva en la zona del cerebro
basal anterior y en el hipocampo. Esta neurodegeneracién es ocasionada por la acumulacién
de proteinas mal plegadas, alteraciones en los procesos inflamatorios y dafo por estrés
oxidativo '8,

Existen dos caracteristicas histopatoldgicas en el cerebro de los pacientes con AD, los ovillos
neurofibrilares (NFT) y las placas seniles. Los primeros, son conglomerados intraneuronales,
formados por pequenas fibrillas entrelazadas, debido a la hiperfosforilacién de la proteina tau;
mientras que las segundas, se ubican en el espacio extracelular y resultan de la deposicion
del péptido B-amiloide (AB)'. Este ultimo se genera a partir de la escision de la proteina
precursora amiloide (APP) y durante este proceso primero participa la p-secretasa y
posteriormente, el complejo de la ¥-secretasa®®.

La autofagia tiene un papel muy importante en la eliminacién de los agregados de AB y la
proteina tau. En las primeras etapas de la AD, se activa la autofagia debido al estrés oxidativo
del reticulo endoplasmico y por el dafio mitocondrial, lo cual permite la degradacion de esas

proteinas; sin embargo, conforme avanza la enfermedad, esta via lisosomal no puede
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compensar la acumulacion de los agregados proteicos y esto conlleva a un incremento de los
autofagosomas en las neuritas distréficas?®. Esta alteracion en la autofagia, contribuye a la
generacion de AP, ya que en el interior de los autofagosomas se puede encontrar APP
(sustrato de la autofagia®?'212%7) y ademas, las membranas de estas vesiculas autofagicas
son ricas en presenilina 1, un componente del complejo ¥-secretasa que segmenta a la APP.
Por esta razén, los autofagosomas localizados en las neuritas distroficas se convierten en un
importante reservorio intracelular del péptido AR 152154250,

Existen ciertas mutaciones relacionadas con la AD y se ha identificado que los cambios que
presentan las proteinas de esos genes pueden alterar la autofagia®®. Adicionalmente, en los
pacientes con AD, se han encontrado alteraciones en los niveles de beclina 1, una proteina
importante en el proceso de autofagia. En la tabla 4, se explica a detalle, como estos factores
(mutaciones en algunos genes y disminucién de beclina 1) intervienen en el funcionamiento

de esta via catalitica.

Tabla 4. Alteraciones de la autofagia en la AD.

Proteina Funcién en la autofagia Alteracion en la autofagia
(Gen)
Altera la membrana del autofagosoma y esto
AB desencadena la liberacion de enzimas hidroliticas
No descrita , .
(APP) en el citoplasma, que pueden mediar la muerte
celular?®3 247

Al estar hiperfosforilada:

Participa en el transporte de los | -Interfiere en el transporte de vesiculas autofagicas
Tau

(MAPT)

autofagosmas, estabilizando los | en el axon?®1%3

microtubulos'"® -Se une a las membranas lisosomicas y altera su

permeabilidad 6% 236

Las mutaciones ligadas a AD, ocasionan una

Tiene un papel muy importante en la | pérdida de la acidificacion lisosémica y por lo tanto,
Presenilina 1

acidificacion de los lisosomas (esencial | de la degradacién lisosomal'®; esto genera la
(PSENT)

para la activacion de las proteasas)'® acumulacion de autofagolisosomas cargados con

material no digerido (agregados proteicos)??
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Apo-E Potencia la desestabilizacion y la permeabilizacion

No descrita _ _
(APOE) de la membrana lisosomal mediada por Ap 9293
Becling 1 Interviene en la etapa de induccion, al | La disminucién de los niveles de esta proteina '8,
eclina
ser parte del complejo PtdIns3K puede ser una de las primeras causas de la
(BECN1)

desregulacion de la autofagia en la AD

En conjunto, diversos factores como la acumulacion temprana de agregados proteicos, las
mutaciones en ciertos genes que ocasionan déficits en la degradacion de los componentes de
las vesiculas autofagicas (AV) (Tabla 4), y que a su vez, generan una acumulacion masiva de
AV inmaduras?'?; hacen que en la AD, se presenten alteraciones principalmente en la primera

y Ultima etapa de la autofagia® (Fig.9).

3.2. La Enfermedad de Parkinson (PD)

Se caracteriza por bradicinesia (movimiento lento), rigidez (aumento del tono muscular) y

temblor; aunque también pueden presentarse alteraciones en las funciones cognitivas y del
sistema nervioso autébnomo. La PD se caracteriza por la pérdida selectiva de las neuronas
dopaminérgicas en la via nigroestriatal y en aquellas que sobreviven, se presentan agregados
proteicos compuestos principalmente por la proteina o-sinucleina (a-syn), denominados

cuerpos de Lewy (LB)'°.

La a-syn puede ser degradada tanto por la CMA como por la macroautofagia®?2%7; sin
embargo, cuando presenta mutaciones, adquiere una funcion toxica y bloquea los receptores
de la CMA%, disminuyendo de esta forma, la actividad de dicha via. Adicionalmente, aunque
la macroautofagia degrada a la a-syn mutada, en la PD puede haber una sobreexpresién de la
a-syn silvestre o esta puede sufrir modificaciones postraduccionales, lo cual la hace propensa
a formar agregados proteicos?'!. Lo anterior explica una parte de la patogénesis de la o-syn
en la PD, la cual resulta del efecto combinado de la degradacién defectuosa de dicha proteina
y su acumulacién en agregados toxicos. Todo eso hace que la célula sea mas susceptible a

diversos factores que generen estrés y finalmente puede desencadenar la muerte celular*37.
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En la PD, también se presentan mutaciones en ciertos genes (Tabla 5); algunos de ellos
tienen un papel directo en la via de la autofagia, mientras que otros, pueden exhibir una

ganancia o pérdida de funcion y contribuir al deterioro de esta via lisosomal.

Tabla 5. Alteraciones de la autofagia en la PD.

Proteina

Funcién en la autofagia
(Gen)

Alteracion en la autofagia

0-syn
(PARK1, también

Las inclusiones de esta proteina afectan la fusién

) No descrita de los autofagosomas con los lisosomas, asi
::;(;(Z?;TIZ:) como la maduracién de los autofagolisosomas?'®
GBA . Altera la funcidon lisosomal y asi, impide que se

(GBA) No descrita degrade la a-syn'?®
ATP13A2 Afecta la funcion del lisosoma: altera su
(ATP13A2, también acidificacion, disminuye el procesamiento y
No descrita actividad de las enzimas lisosOmicas. Esto

conocido como .
reduce la degradacion de los sustratos y genera

PARK9)
la acumulaciéon de autofagosomas*?
Parkina Participan en la eliminacion de | Al presentar mutaciones, impiden el buen
(PARK2) las mitocondrias dafiadas a | funcionamiento de la mitofagia, y esto genera una
PINK1 través de la autofagia | produccion excesiva de especies reactivas de
(PARK®) (mitofagia)4% 213,235 oxigeno (ROS), lo cual dafa a las neuronas'”"
Involucrada en la eliminacién de
DJ-1 las mitocondrias dafadas?'’, en | Causa fragmentacion mitocondrial y acumulacion
(PARKT) una via distinta a Parkina y | de autofagosomas?!’
PINK1
LRRK?2 -Impide el trafico de vesiculas autofagicas a

(PARKS, también
conocido como
LRRK?2)

No descrita

través de la interaccion con Rab1%43
-En la mitofagia, al interactuar con Beclina 1,

altera este proceso?

Todas las alteraciones de la autofagia en la PD que se han mencionado, producen fallas
particularmente, en la etapa de reconocimiento de los sustratos (mitofagia) y en la
degradacion de los diversos componentes de las vesiculas autofagica (por alteraciones en el

lisosoma) 83 (Fig.9); asi como el bloqueo de la CMA.
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3.3. La Enfermedad de Huntington (HD)

Es una enfermedad autosémica dominante, causada por una mutacion en el gen de la

proteina Huntingtina (mHtt). A diferencia de la AD y de la PD, que generalmente se presentan
a una edad avanzada, la HD tiene un inicio tipico entre los 35 y 44 afos. La
neurodegeneracion se presenta mayoritariamente en el cuerpo estriado y se producen
alteraciones psiquiatricas y motoras, como movimientos exagerados de las extremidades y
aparicion de muecas repentinas®.

El mecanismo de neurodegeneracion en la HD no esta completamente definido, pero se cree
que éste podria estar relacionada con la escision de la mHtt. El gen de esta proteina contiene
repeticiones multiples de nucleétidos CAG que codifican para glutamina (Q) y en condiciones
normales puede haber hasta 35 repeticiones. Cuando aumenta este niumero, se incrementan
los fragmentos de poliglutamina (pQ) y esto propicia la interaccién entre ellos (por medio de
puentes de hidrogeno) para formar agregados proteicos, que pueden localizarse en el
citoplasma y en el nucleo de las neuronas afectadas'®. Se ha demostrado que en la HD, los
agregados proteicos citoplasmicos de mHitt (pero no las inclusiones intranucleares’®) pueden
ser eliminados a través de la autofagia®®. En la tabla 6, se explica la funcion de la Htt en la

autofagia y como al presentar mutaciones, ésta se ve afectada en la HD.

Tabla 6. Alteraciones de la autofagia en la HD.

PEOGtel'f)‘a Funcion en la autofagia Alteracion en la autofagia
en

-Participa en el reconocimiento de los | -Al presentar las extenciones de pQ,
componentes a eliminar durante la | impide el reconocimiento eficiente de los

autofagia selectiva (mitofagia, | elementos a degradar por parte de los

Huntingtina .

)1 29, 156
(Htt)

agregofagia autofagosomas'?
-Interviene en el trafico y fusion | -La mHtt no permite que dichos procesos

vesicular?® se realicen correctamente®®

Asi, las etapas que son afectadas en el proceso de autofagia en la HD y que ocasionan la
acumulaciéon de mHtt, son el reconocimiento de los componentes a degradar, el trafico de los

autofagosomas y su fusién con los lisosomas®? (Fig. 9).
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3.4. La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ALS)

Se manifiesta por debilidad y atrofia muscular, espasticidad (tension muscular), paralisis, en
algunos casos demencia’?” y en etapas mas avanzadas hay insuficiencia respiratoria. Por lo
general, esta enfermedad se presenta entre los 35 y 50 afos.

La ALS es causada por la degeneracion de las motoneuronas en la médula espinal, el tronco
encefalico y la corteza motora®, debido a multiples eventos patoldgicos, como el estrés
oxidativo, la excitotoxicidad del glutamato, la neuroinflamacion, la disfuncién mitocondrial,
alteraciones del citoesqueleto, anomalias en los factores de crecimiento y agregacion de
proteinas (principalmente de la superdxido dismutasa 1 mutada (mSOD1) y de la proteina de
union TAR-ADN 43(TDP-43))212,

En la ALS existen mutaciones en ciertos genes (Tabla 7), los cuales se ha identificado tienen

un impacto negativo en la autofagia.

Tabla 7. Alteraciones de la autofagia en la ALS.

Proteina Funcién en la autofagia Alteracion en la autofagia
(Gen)
SODA mSOD1 se asocia con el complejo Beclin 1 /
BCL-XL y desestabiliza esta interaccidon
(SOD1) No descrita o .
inhibitoria, lo cual puede alterar los niveles de la
autofagia'#®
Esencial en la maduracion de . ]
VCP ) -Afecta la maduracion de esas vesiculas
autofagosomas que contienen
(VCP) o e | Autofagicas®®
componentes ubiquitinados
-Las mutaciones en SQSTM1 / p62 se han
SQSTM1/p62 asociado con una falla en la degradacién de
Son receptores autofagicos, se
(SQSTM1) P g SOD1 y TDP-43 mutadas®®2'6
unen a los componentes a ) o )
. . -Las mutaciones en OPTN inhiben su capacidad
degradar y permiten que éstos ) ) B
) para reclutar LC3 a mitocondrias dafiadas e
se incorporen al
inducir la mitofagia®*4; ademas, interfieren en su
Optineurina autofagosoma?8:130.241
funcién de vincular LC3 a la miosina VI, lo cual es
(OPTN)
necesario para el trafico de vesiculas
autofagicas?*
CIORF72 -Interactia con los receptores | -Afecta en el reconocimiento e incorporacion de
de autofagia SQSTM1 / p62 y | los elementos citosdlicos a degradar en los
(C90ORF72) ] B
OPTN'9%8 autofagosomas , asi como en la maduracién de

28



-Estd  involucrado en la | estas vesiculas autofagicas'%®
maduracion de los
autofagosomas'6%1%°
TBKA Fosforla a OPTN para | Las mutaciones de TBK1, disminuyen la unién de
(TBK1) promover la mitofagia | ésta a OPTN y por lo tanto, se reduce la
eficiente’”® depuracion de las mitocondrias disfuncionales'”®
Forma parte de la maquinaria » .
CHMP2B Al alterar la creacion de los autofagolisosomas,
del ESCRT, por Ilo que .
(CHMP2B) esto genera la acumulacion de agregados
participa en la formaciéon del 108
) proteicos
autofagolisosoma
Las mutaciones en esta proteina, disminuyen la
Tiene una funcién esencial en » )
Dinactina produccion de autofagolisosomas y por lo tanto,
el trafico de los autofagosomas ) )
(DCTN1) hay un incremento en los autofagosomas, debido
hacia los lisosomas 104172
a que no se pueden degradar'%'”

Por lo tanto, la mayoria de las etapas de la autofagia presentan alteraciones en la ALS®? (Fig.

9). Por ejemplo, incremento en la induccion, alteraciones en el reconocimiento de los sustratos

a degradar, en el trafico de los autofagosomas, en la fusion de éstos con los lisosomas y en la

maduracion de las vesiculas autofagicas.

Fig.8. Esquema de las etapas de la autofagia en donde se presentan alteraciones en las
enfermedades de AD, PD, HD y en la ALS. Las flechas indican si hay aumento o disminucién.
Modificado de Guo et al. 20173,
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4. Reguladores de la autofagia con potencial terapéutico reportados durante los afios 2010 a 2017.

A continuacion, se resumen en las tablas 8 a 11 los reguladores de la autofagia en las distintas enfermedades revisadas.

4.1. La AD Tabla 8
Estudios Preclinicos E
Modulador Mecanismo — — n,sa.yos Efecto Referencia
in vitro in vivo Clinicos
3DBO . Ratén No -Reduce los niveles de AB y evita el déficit . 238
Activaa mTOR No reportados (APP/PSEN1) | registrados | cognitivo similar presentado en la AD Weietal. (2012)
-Inhibe a mTOR Fase Il -Tolerancia buena, no se demostrd eficacia Ringman et al. (2012) 8!
(a través de la via NCT00099710
Curcumina PI3K/Akt/mTOR) No reportados
-Interviene en la estabilidad de Ratdn
la membrana lisosomal (APP/PSEN1) -Atenua la generacion de AR Wang et al. (2014)%33
-Mejora las funciones cognitivas en | Wilkinson et al.
Fase Il pacientes con AD moderado, tratados con | (2014)%4°
Idalopirdine donepezilo (inhibidor de colinesterasa
Antagonista de 5-HTeR No reportados No reportados P ( ! NeTototsazt
(Lu AE58054) (un activador de mTOR) P P e .
Fase lll -No se demostro eficacia en pacientes con
AD leve a moderado, tratados con NCT02079246 (2017)149
donepezilo
-Inhibe a mTOR Fase llI -No se demostré eficacia NCT00912288 (2012)*4”

Latrepirdina

(Dimebon ®)

-Estabiliza la membrana
mitocondrial y la funcién de ese
organelo

-Inhibe a las calpainas, lo cual
estimula la formacidn del
autofagosoma

No reportados

Ratén
(APP)

-Atenta la acumulacion de AB y mejora el
aprendizaje

Steele et al. (2013)%%°
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Cultivos -Reduce la fosforilacién de tau Kickstein et al. (2010)°2
primarios de
neuronas
corticales
(MAPT)
Metformina Inhibe a mTOR, a través de la Células SH-SY5Y -Aumenta la generacién de AB (Promueve
activacion de AMPK (BACE1) escicion de APP) Son et al. (2016)2%
Ratdn -Incrementa la acumulacién de
(APP/PSEN1) autofagosomas
Fase Il -No se encontraron diferencias entre NCT01965756 (2017)143
placebo y la metformina
Ratén -Previene los déficits cognitivos y reduce los | Spilman et al. (2010)%°7
(APP) niveles de AB
Raton -Mejora la memoria y aprendizaje y reduce Caccamo et al. (2010)26
(APP/PSEN1 la patologia asociada a AB y tau
/MAPT)
Ratoén -Mejora los déficits cognitivos y reduce las Majumder et al.
(APP/PSEN1/ placas seniles y los ovillos neurofibrilares, (2011)124
MAPT) antes pero no después, de la formacién de
estas placas y ovillos
Rapamicina Inhibe a mTOR Ratdn No -Reduce los ovillos neurofibrilares, hay una . 158
N
o reportados (MAPT) registrados | menor hiperfosforilacion de tau y disminuye Ozcelik et al. (2013)
los niveles de tau insoluble
: 203
Ratén -Protege a la corteza entorrinal y la Siman et al. (2015)
(MAPT) proyeccion de la via perforante (areas

importantes para la memoria a largo plazo)
de la neurodegeneracién mediada por tau
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Resveratrol y

Neuronas
primarias de
raton (APP)

-Promueve la eliminacién de A intracelular

Vingtdeux et al.

Anélogos Ratdn -Reduce los depdsitos de AB en la corteza (2010)%3!
Inhibe a mTOR, a través de la (APP/PSEN1)
(RSVA314y activacion de AMPK
RSVA405) Diversas lineas -Promueve la eliminacion de AB intracelular | vingtdeux et al.
celulares (2011)23°
(APP)
. Turner et al. (2015)%2°
Fase Il -Seguro, tolerancia buena NCT01504854
Fase | -Seguro, tolerancia buena y los resultados Maher-Edwards et al.
$B-742457 Antagonista de 5-HT¢R No reportados | No reportados ase indican que podria ser eficaz para la AD (2010) 12
Drosophila -Incrementa el numero de vesiculas
Inhibidor especifico de autofagicas
AUTEN-67 MTMR14 (fosf impi P N 160
u 6 .(’os at’fasa que impide No reportados ez Ce,bra y . o . Papp et al. (2016)
la formacion vesiculas Ratdn registrados | -Aumenta la autofagia
autofagicas)
Raton (APP) -Disminuye los niveles de AB
-Reduce las concentraciones de p-Tau en el Forlenza et al. (2011)52
LCR, mejora el rendimiento en la subescala NCT01055392
Fase Il cognitiva de la escala de evaluacion de la AD
y en tareas de atencion. Tiene tolerancia
buena
Inhibe a la IMPasa y reduce los
Litio niveles de Inositol No reportados Ratén -Atenda la produccién de AB y la formacién | zhang et al. (2011)2%*
(APP/PSEN1) de placas seniles, mejora el aprendizaje
espacial y la memoria
Ratdn -Disminuye los niveles de p-Tau, tau soluble Shimada et al. (2012)2°1
(MAPT) y el nimero de ovillos neurofibrilares
Cultivos -Preserva la integridad mitocondrial y el
primarios de proceso de autofagia, reduce Ia
o . Precursor de NAD* neu.ronas No vulf\e.:rabilidad de las neuronas ante la ' s
Nicotinamida corticales . toxicidad de AB Liu et al. (2013)
registrados
(tratados con AB)
Raton -Incrementa el rendimiento cognitivo vy
(APP/PSEN1/ disminuye la patologia asociada a AP y tau
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MAPT) en el hipocampo y la corteza cerebral
Ratdn
-Disminuye los niveles de AB y elimina los 23
PADK Modulador lisosomal No reportados (AP?) . No déficits conductuales en los dos modelos Butler et al. (2011)
Ratodn registrados transeénicos
(APP/PSEN1) g
Ratodn - Disminuye los niveles de p-Tau y las placas | Rodriguez-Navarro et al.
(MAPT) seniles (2010)8*
~Chaperona que estabiliza la Ratdn -Reduce las placas seniles y los niveles de 164
conformacién de las proteinas y No P y Perucho et al. (2012)
Trehalosa PR - No reportados (APP) . p-Tau
asi, evita su agregacién registrados
-Activa a AMPK Ratd H , d
aton - aY un m.enor ndmero g nguronas Schaeffer et al. (2012)19
(MAPT) con inclusiones de tau y disminuye los
niveles de p-Tau
Nota:

1. Para facilitar la distincion entre los moduladores dependientes y no dependientes de mTOR, los primeros se indican en negritas.

2. Durante el periodo estudiado en el presente trabajo, se reportaron un gran nimero de moduladores para la AD, por lo que fue necesario hacer una selecciéon
de aquellos que se incluirian en esta tabla:

- De los moduladores dependientes de mTOR, se eligieron principalmente los que fueron evaluados en ensayos clinicos; los otros compuestos que sélo se
estudiaron en modelos in vivo y que se encuentran en esta tabla, se mencionan debido a la relevancia de su efecto en la autofagia (3DBO) o porque han sido
utilizados en otras enfermedades neurodegenerativas (Rapamicina).

- De los moduladores independientes de mTOR, Unicamente se incluyen los que fueron probados en modelos in vivo o en ensayos clinicos.

El resto de los moduladores (dependietes o no de mTOR) se puede encontrar en el anexo 7.1. y también se consideran para la discusion de la revisién realizada.
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Estudios Preclini E
Modulador Mecanismo — Studios Frecinicos — n’sa.yos Efecto Referencias
in vitro in vivo Clinicos

-Inhibe a mTOR, a través de Células de E. coli BL21 :;?Q:Z(l)alaairéefzicfﬁ;de a-syn, Ahmac;y Lapidus.

Curcumina | la via PI3K/Akt/mTOR (SNCA) No (2012)
. - No reportados .
-Interviene en la estabilidad registrados “Reduce la acumulacién de a- . e
de la membrana lisosomal Células SH-SY5Y (SNCA) ayn Jiang et al. (2013)
Células SH-SY5Y
. } -Demostré efecto

Kaempferol | Inhibe a mTOR, a través de No

la activacion de AMPK

Cultivos primarios de
neuronas de ratén
(tratadas con rotenona)

No reportados

registrados

neuroprotector principalmente
por el aumento de la mitofagia

Filomeni et al. (2012)°!

Latrepirdina

-Inhibe a mTOR
-Estabiliza la membrana
mitocondrial y la funcién de

Células SH-SY5Y

S. cerevisiae

-Estimula la autofagia y reduce

Steele et al. (2013)29°

(Dimebon ) ese 'organelo , (SNCA) (SNCA) regisl:cl:)ados la acumulacion de a-syn

-Inhibe a las calpainas, lo

cual estimula la formacién

del autofagosoma

Células PC12 Ratoén -Protege contra la muerte Malagelada et al.
(tratadas con (Tratado con neuronal (2010)*%
6-OHDA o MPP*, MPTP)
metabolito activo del
MPTP)
Células BE-M17 -Protege contra la
Rapamicina | Inhibe a mTOR (tratadas con MPP¥) Raton No neurodegeneracion
(Tratado con registrados | dopaminérgica in vitro e in vivo | pehay et al. (2010)*!
Neuronas primarias MPTP) mediante el incremento de la
ventrales del cerebro biogénesis lisosomal y la
medio de rata (tratadas eliminacién de autofagosomas
con MPP*)
, -Mej?ra la fu.ncién r.noltor'a y Bai et al. (2015)12
Ratén (SNCA) atenua la lesiones sindpticas
Resveratrol :22':(?\/2?;0;’3 aA"i/rIaP\:(es de Células PC12 No reportados 'No -Aumenta la degradacién de a- | Wu et al. (2011)%%°
(SNCA) registrados | syn
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Drosophila

-Protege contra la

(SNnCA) neurotoxicidad de a-syny
mejora las funciones motoras
Espermidina | Incrementa la expresion de No reportados ’ 'NO o Bittner et al. (2014)%*
los genes ATG Nematodo registrados | -Rescata la pérdida de neuronas
Caenorhabditis dopaminérgicas inducida por a-
elegans syn
(SNCA)
Células N2a
(SNCA)
Isorincofilina Dependiente de Beclina 1 S No reportados .No “Promueve la degradacion de a- | Lu etal. (2012)"*°
Neuronas dopaminérgicas registrados | syn
humanas diferenciadas de
células madre (SNCA)
Litio + Inhibe a la IMPasa y reduce Raton No -Disminuye la pérdida de
: ) No reportados (Tratado con ) o Li et al. (2013)112
Valproato los niveles de Inositol MPTP) registrados | neuronas dopaminérgicas
Ratoén -Reduce los niveles de a-syn Lonskaya et al. (2014)
(SNCA) 119
Nilotinib Activa a AMPK No reportados Fase | -Es seguro y tiene tolerancia Pagan et al. (2016)159
buena en sujetos con PD
avanzado
Raton -Disminuye la patologia Rodriguez-Navarro et
(SNCA) dopaminérgica al. (2010)'8*
-Chaperona que estabiliza la
;?2:2{23322::\)?; o Células PC12 No -Promueve la degradacion de Lan et al. (2012)105
Trehalosa -, (SNCA) . a-syn
agregacion registrados
-Activa a AMPK . . . .
Neuronas corticales de -No mejoro la supervivenciade | radmann et al.
raton (expuestas a fibrillas neuronas anteriormente (2017)177
de a-Syn) expuestas a fibrillas
preformadas de a-syn
Nota:

Para facilitar la distincién entre los moduladores dependientes y no dependientes de mTOR, los primeros se indican en negritas.
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4.3. LaHD Tabla 10
Estudios Preclini E
Modulador Mecanismo —— Stuclios Trec |n|c?s - n’sa.yos Efecto Referencias
in vitro in vivo Clinicos
Células HEK293 -Disminuye la agregacion de
. Inhibe a mTOR a través de la (HTT) No pQ-Htt
Berberina activacion de AMPK : Jiang et al. (2015)*°
, registrados . . -
Raton -Mejora el fenotipo neuroldgico y
(HTT) reduce la agregacién de pQ-Htt
) -Inhibe a mTOR -Previene la formacién de
HDACi 4b -Inhibe a las histonas Ratdn No agregados nucleares de pQ-Htt
il N I j i i . 8
deacetilasas o reportados (HTT) registrados en el cerebroy mejora varios Jiaetal. (2012)

(principalmente HDAC1 y
HDAC3)

parametros de la funcién motora,
asi como el déficit cognitivo

-Inhibe a mTOR

-Demostré tolerancia buena y

Kieburtz et al. (2010)°3

-Estabiliza la membrana Fase Il puide t'ener result'a.dos benéficos | NCT00497159
Latrepirdina mitocondrial y la funcién de en funciones cognitivas
I N N
(Dimebon ®) ese .organe © , o reportados o reportados -No mejord las funciones
-Inhibe a las calpainas, lo cual Fase lll cognitivas en relacion con el 71
estimula la formacién del Iagcebo en pacientes con la HD HORIZON (2013)
leve a moderada
L-NAME -Activa la via Drosophila
PI3K/Akt/TSC/mTOR (HTT) No -Incrementa la eliminacién de
-Inhibe a la NOS, y asi No reportados . pQ-Htt y reduce la Sarkar et al. (2011)'%?
. . , registrados -
interviene en la via Pez Cebra neurodegeneracién
IJNK1/Beclina-1/PI3K (HTT)
Rapamicina Inhib TOR Astrocitos de rata N tad No -Reduce la acumulacién de pQ- 31
nhibe a m (HTT) o reportados registrados | Htt Chen et al. (2012)
-Restablece el nivel de ATG4
. . (implicada en el procesamiento
Inhibe a mTOR, a través de la
o ' SH-SY5Y No del precursor de LC3), permite la N 229
Resveratrol activacion de AMPK (HTT) No reportados registrados | lipidacion de LC3 y facilita la Vidoni et al. (2017)
degradacion de los agregados de
pQ-Htt
Cultivos primarios
-Ej
10-NCP Independiente de mTOR de neuronas No jerce efecto neuroprotector y Tsvetkov et al.

estriatales de rata
y ratén
(HTT)

No reportados

registrados

disminuye la acumulacién de
agregados de polyQ-Htt

(2010)>%3
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Inhibidor especifico de

-Impide la progresion de los

MTMR14 (fosfatasa que Drosophila No . . i . 9
AUTEN 67 L ( - g . No reportados p . sintomas neurodegenerativos Billes et al. (2016)
impide la formacion vesiculas (HTT) registrados .
. gue caracterizan a la HD
autofagicas)
-Aumenta los niveles de los
autofagosomas, mejora las
Inhibe a las calpainas, lo cual , alteraciones motoras y retrasa la .
Calpastina . - Ratén No " Menzies et al.
estimula la formacién del No reportados . aparicion de temblores. 133
(HTT) registrados . S, (2015)
autofagosoma Adicionalmente, la inhibicién a
largo plazo de las calpainas no dio
lugar a ningun fenotipo deletéreo
-Disminuye los niveles de
Rilmenidina cAMP Ratén No -Atenda los signosdela HDy 186
. No reportados . . .
-Agonista del receptor P (HTT) registrados | reduce los niveles de pQ-Htt Rose et al. (2010)
imidazolinico
-Reduce la pérdida de células
Ratén No estriatales y corticales, asi como
TpP-10 Independiente de mTOR No reportados . la formacion de inclusiones Giampa et al. (2010)°*
(HTT) registrados | .
intranucleares (pQ-Htt)
neuronales estriatales
- -Revierte la disfuncién celular
-Chaperona que estabiliza la . S,
. , Fibroblastos de causada por la inhibicion del
Trehalosa conformacion de las proteinas ] No Fernandez- Estevez et
;o . pacientes con HD No reportados . proteasoma, una de las maneras 49
y asi, evita su agregacion registrados al. (2014)
. es contrarrestando el aumento
-Activa a AMPK
pQ-Htt
Nota:

Para facilitar la distincién entre los moduladores dependientes y no dependientes de mTOR, los primeros se indican en negritas.
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4.4. La ALS Tabla 11
Estudios Preclinicos E
Modulador Mecanismo —— —— n’sa?yos Efecto Referencia
in vitro in vivo Clinicos
-Prolonga el tiempo de vida,
. No Raton No mejora la funcion motoray 73
Act TOR . , s .
n-butylidenephthalide ctivaa m reportados (sop1) registrados | atenua la pérdida de Hsueh et al. (2016)
motoneuronas
Astrocitos -Reduce la acumulacién de
dela mSOD1 y aumenta el flujo
. médula autofagico
Inhibe a mTOR . No
Progesterona espinal de ) Kim et al. (2013)%*
. registrados .
ratén , - Mismos resultados que con los
Ratén .
(soD1) astrocitos y retrasa la
(SsoD1) .
neurodegeneracién
Ratdn -Acelera la degeneracion de Zhang et al. (2011)%°°
(soD1) motoneuronas, disminuye el
tiempo de vida del animal y no
tiene efectos en la acumulacién
de agregados de mSOD1
Ratoén -No retrasa el inicio de la Bhattacharya et al.
(sob1) enfermedad y tampoco (2012)18
prolonga el tiempo de vida
Ratén -MEJOI‘E? las def|C|e.nC|.as de Wang et al. (2012)23
. No (TARDBP) No memoria y aprendizaje,
Rapamicina Inhibe a mTOR ) disminuye la pérdida de la
reportados registrados ., .
funcién motora y el nimero de
células con inclusiones
citosdlicas de TDP-43
Ratén -Aumenta la autofagia y el 208
(soD1) tiempo de vida en los ratones Staats et al. (2013)

-Un grupo con linfocitos
maduros

-Otro grupo carece de
ellos

inmunodeficientes
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Litio + Riluzol

Litio + Acido Valproico

Inhibe a la IMPasa y reduce
los niveles de Inositol

No
reportados

No reportados

Fase Il

Fase Il

-No se pudo demostrar su
eficacia e incluso el estudio
termind antes del tiempo
establecido

-Tiene efecto neuroprotector e
incrementa el tiempo de vida en
los pacientes; sin embargo se
finaliz6 el estudio debido a las
reacciones adversas tardias que
se presentaron

Aggarwal et al.
(2010)*

Boll et al. (2014)%*

Trehalosa

-Chaperona que estabiliza
la conformacion de las
proteinas vy asi, evita su
agregacion

-Activa a AMPK

Células
NSC-34
(soD1)

Células
NSC-34
(soD1)

Ratén
(soD1)

Ratén
(soD1)

Ratén
(soD1)

No
registrados

-Reduce los agregados de
mSOD1, asi como su
insolubilidad

-Incrementa la degradacion de
mSOD1

-Disminuye la acumulaciéon de
agregados de mSOD1 y aumenta
la supervivencia de
motoneuronas (en médula
espinal), de esa forma atenua la
progresion de los signos de la
ALS

-Mismos efectos que los
observados por Castillo et al.
(2013), también aumenta el
flugo autofagico

-Reduce los niveles de mSOD1 y
alivia las deficiencias motoras en
etapa inicial, pero no en etapa
avanzada de la ALS

Gomes et al. (2010)%?

Castillo et al.
(2013)%’

Zhang et al. (2014)%>3

Li et al. (2015)*13

Nota:

Para facilitar la distincién entre los moduladores dependientes y no dependientes de mTOR, los primeros se indican en negritas.
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5. Discusion

A partir de la revision que se realizo en la literatura cientifica, se identificaron 32 reguladores
de la autofagia con potencial terapéutico para las cuatro enfermedades neurodegenerativas
(AD, PD, HD y ALS) durante los afios 2010 a 2017. De manera general, en cuanto a su
mecanismo de accion, 19 de ellos son dependientes de mTOR, mientras que los 13 restantes
no los son. Estos datos sugieren que la hipdtesis planteada es correcta (el mecanismo de
accion de la mayoria de los reguladores sera dependiente de mTOR); sin embargo, al analizar
los reguladores de manera independiente, solo en dos de estas enfermedades, se observa

dicha tendencia.

La razén principal por la que se propuso la hipétesis del presente trabajo, esta relacionada
con el afo a partir del cual se comenzaron a estudiar los reguladores de la autofagia en las
enfermedades neurodegenerativas (aproximadamente entre los afios 2002 a 2004'73.175.176)
Considerando ese dato, suponemos que la mayoria de los compuestos evaluados durante los
afios 2002 al 2010, eran dependientes de mTOR, por ser el principal regulador de la autofagia
y que ademas, los anos posteriores a ese periodo (que son en los que se enfoca este trabajo)
representaron la continuacién de su estudio; es decir, si anteriormente habian sido probados
con éxito en modelos in vitro, ahora podrian experimentarse en modelos in vivo, 0 en su caso,
de modelos in vivo pasar a los ensayos clinicos. En particular en estos ultimos, cabe resaltar

que su desarrollo involucra desde meses hasta varios afios (Anexo Il).

En la tabla 12, se muestra que tanto para la AD y la ALS, la mayoria de los reguladores son
dependientes de mTOR y en especifico, para el caso de la AD, se pudo comprobar lo que se
menciond anteriormente. EI numero de reguladores relacionados con mTOR (13 compuestos)
es mas del doble, de aquellos independientes a esta cinasa (6 compuestos); adicionalmente,
de esos 13 reguladores encontrados, la mayoria fueron empleados en estudios preclinicos in
vivo (11 compuestos) y/o en ensayos clinicos (6 compuestos). Por el contrario, en la PD y la
HD, de los 10 y 12 reguladores reportados respectivamente (Tabla 12), sélo la mitad son
dependientes de mTOR. Esto indica que la tendencia que se observd en las enfermedades
neurodegenerativas anteriores (AD y ALS), y en la cual nos basamos para elaborar nuestra

hipotesis, no puede generalizarse para las demas patologias de este tipo.
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Tabla 12. Resumen de los reguladores de la autofagia con potencial terapéutico para las 4 enfermedades
neurodegenerativas reportados durante los afos 2010 a 2017.

AD ALS
Depe:gl;:te de ep, | P, | EC Indepore':r\:cl)eRnte de ep, | EP, | EC Deperr:-irlte);te de Ep, | EP, | EC IndepreT:1:c|’eRnte de Ep, | EP, | EC
3DBO . AUTEN-67 . n-butylidenephthalide . Litio + Riluzol I
Litio + Valproato Il
AVN-211 o Litio . Il | Progesterona o o Trehalosa o o
Azul de Metileno . o Nicotinamida o . Rapamicina .
Carbamazepina o PADK .
Curcumina o I SMER28 .
Idalopirdine ILII | Trehalosa .
Inhibidores de . .
GSK-3
Latrepirdina o Il
Metformina . . I
Oleuropeina . .
aglicona
Rapamicina °
Resveratrol y
. . o I
Andlogos
SB-742457 I
13 6 3 2
PD HD
Curcumina . Espermidina . Berberina . . 10-NCP .
Kaempferol . Isorincofilina o HDACi 4b o AUTEN-67 o
Latrepirdina . . Litio + Valproato . Latrepirdina ILIN | Calpastina o
Rapamicina . . Nilotinib . | | L-NAME . Rilmenidina .
Resveratrol . Trehalosa . . Rapamicina . TP-10 .
Resveratrol o Trehalosa o
5 5 6 6
Abreviaturas: EP1 = Ensayo Preclinico in vitro; EP2= Ensayo Preclinico in vivo; EC = Ensayo Clinico; |, Il 6 Il = Fases del ensayo clinico.
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También, se determind que del total de moduladores de la autofagia, 7 de ellos han sido
utilizados en mas de una enfermedad neurodegenerativa (Tabla 13). En relacién a su
mecanismo de accion, 4 inhiben a mTOR, lo cual representa una diferencia minima, contra
aquellos 3 que son independientes de esta cinasa. Todos estos datos en conjunto (Tabla 12,
para la PD y la HD; y Tabla 13), pueden ser un indicativo del enfoque principal que tendra el
estudio de la autofagia en las enfermedades neurodegenerativas, durante los préximos anos;
en el cual posiblemente, ya no predomine la primera generacion actual de objetivos
farmacologicos, como mTOR, debido al interés por buscar intervenciones mas especificas en

esta via lisosomal '3,

Tabla 13. Reguladores de la autofagia estudiados en mas de una enfermedad

neurodegenerativa.
Modulador Mecanismo | AD | PD | HD | ALS
Curcumina o o
Dependiente
Latrepirdina . . .
de
Rapamicina . . . .
mTOR
Resveratrol o . .
AUTEN-67 Independiente | e .
Litio de [ . .
Trehalosa mTOR . . . .

En relacion con el efecto de los reguladores en la autofagia, los resultados obtenidos en la
mayoria de los modelos animales, coinciden con la opinidn que prevalece en la comunidad
cientifica, respecto al potencial terapéutico que tiene la activacion de la autofagia en las
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, es importante considerar que esto no
siempre es cierto, pues los compuestos, 3DBO?*® (en la AD) y n-butylidenephthalide’ (en la
ALS), inhiben la autofagia y demostraron efectos positivos en los modelos murinos en los que
se estudiaron. Esto podria explicarse, a partir de las alteraciones en la autofagia que se
presentan en estas enfermedades; pues tanto en la AD (al inicio) como en la ALS, hay un
aumento anormal en la induccién de la autofagia®, y estos compuestos, al estimular a mTOR,
intervienen en el inicio de esta via lisosomal. Asimismo, otro aspecto que es necesario resaltar

en la induccién de la autofagia, es el momento en el cual es mas conveniente llevarla a cabo,
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para que el efecto de los reguladores sea benéfico. Diversos estudios han demostrado que el
tratamiento con compuestos como la oleuropeina aglicona (en la AD'®), la rapamicina (en la
AD'?*) y la trehalosa (en la PD'7 y la ALS''3), Unicamente es eficaz al inicio de las
enfermedades neurodegenerativas, cuando todavia no hay agregados proteicos.
Posiblemente, en las fases mas avanzadas de la AD, PD y ALS, de todas las fallas que se
presentan en la autofagia, el principal dafio se manifiesta en las ultimas etapas de esta via y
por ello, se requieren moduladores que intervengan especificamente en dichas etapas; algo
que no sucede en el tratamiento con la oleuropeina aglicona y la rapamicina, ambos
inhibidores de mTOR™8%30 o con la trehalosa, que aunque todavia no se define cdmo activa a

la autofagia, se cree que participa al inicio de este proceso’?.

Respecto a los ensayos clinicos, en el periodo comprendido en esta revision (2010-2017), se
realizaron 13 ensayos y la mayoria fueron fase Il y Ill (Tabla 14). Existen muchas limitaciones
en el estudio de los reguladores de la autofagia en seres humanos, lo cual dificulta que se
lleven a cabo dichos ensayos. Hasta la fecha, no existen buenos métodos que permitan
cuantificar con precision la autofagia in vivo, especialmente en humanos???; y aquellos que
existen, en su mayoria, evaluan principalmente la etapa de induccién de la autofagia, por lo
que de las otras etapas, a menudo afectadas en las enfermedades neurodegenerativas, se
tiene muy poca informacion3.

Adicionalmente, algunos de los compuestos que activan la autofagia tienen otros efectos y
esto puede generar confusién al analizar los resultados o ser una limitante para su uso. Por
ejemplo, de los moduladores descritos en la Tabla 14, curcumina y resveratrol, al ser
polifenoles, poseen propiedades antioxidantes®' y antiinflamatorias®*. La latrepirdina, estabiliza
la membrana mitocondrial, contribuyendo al buen funcionamiento de este organelo''-'88, E|
litio, al igual que los polifenoles, promueve la respuesta antioxidante de la célula®?, incrementa
ciertas proteinas neuroprotectoras y disminuye la apoptosis’®®. Aunque todas esas funciones
son muy importantes en el contexto de las enfermedades neurodegenerativas y representan
una gran ventaja para el uso de dichos reguladores, es dificil saber si los efectos benéficos se
deben en su mayoria, al incremento de la autofagia o a las otras propiedades que éstos
poseen??2, Por el contrario, compuestos como la rapamicina, que aunque no fue utilizada en
ensayos clinicos, fue uno de los dos reguladores que se emplearon en las cuatro

enfermedades neurodegenerativas (Tabla 13), exhibe un efecto inmunosupresor que puede
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impedir la induccién de la autofagia?®® y también, puede tener efectos negativos relacionados
con la inhibicion de mTOR106.166,

Tabla 14. Reguladores de la autofagia evaluados en ensayos clinicos

Modulador Mecanismo AD | PD | HD | ALS

Curcumina 1]

Idalopirdine I, 1
Dependiente
Latrepirdina 1] 1L

de
Metformina Il
mTOR

Resveratrol Il

SB-742457 1]

Litio Independiente I 111
Nilotinib de mTOR

Abreviaturas: |, Il 6 lll = Fases del ensayo clinico.

Otro gran reto en los ensayos clinicos, es determinar las concentraciones y regimenes de uso
adecuados para los reguladores de la autofagia. Esto con el fin de evitar efectos perjudiciales
relacionados con la sobreactivacion continua de la autofagia??®, o en el caso de aquellos
compuestos dependientes de mTOR, por la inhibicién prolongada de dicha cinasa. Ante esta
problematica, algunos investigadores han sugerido combinar dos reguladores y asi, potenciar
la autofagia empleando dosis menores de cada compuesto; de esta manera la administracion
de farmacos a largo plazo seria mas segura y podria disminuir los efectos secundarios
especificos de dichos compuestos'®!-193, Otros cientificos proponen que la activacion de la
autofagia se lleve a cabo, sélo en ciertas ocasiones, con la finalidad de reducir los agregados

proteicos periédicamente’32,

Finalmente, un gran obstaculo en el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, el
cual representa una desventaja entre los estudios preclinicos y clinicos, es que en estos
ultimos (en los pacientes), no se sabe cuando comienzan a desarrollarse dichas patologias;
los signos se presentan cuando la neurodegeneracion esta muy avanzada. En la PD, mas de
la mitad de la sustancia nigra puede destruirse por completo sin que haya evidencia de algun
problema; sin embargo, una vez que se ha alcanzado un 65-70% de dafo, aparecen las

deficiencias motoras’?. De manera similar, en la AD, las placas seniles y los ovillos
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neurofibrilares pueden formarse en el cerebro, dafiando a las neuronas y aun asi no se
observan alteraciones en el comportamiento; sélo cuando ya no es posible compensar esos
dafios, se identifica la neurodegeneracién’?2. Si consideramos que ciertos reguladores de la
autofagia, unicamente fueron efectivos al inicio de las enfermedades neurodegenerativas
(oleuropeina aglicona y la rapamicina en la AD, y la trehalosa en la PD), el no poder detectar a
tiempo el comienzo de la AD y PD, podria impedir que el tratamiento con esos reguladores

sea exitoso.

6. Conclusion

Con base en la busqueda realizada, se encontraron 32 reguladores de la autofagia con
potencial terapéutico para distintas enfermedades (AD, PD, HD y ALS) durante los afios 2010
a 2017. La mayoria de ellos son dependientes de mTOR; sin embargo, al analizar el numero
de compuestos reportados en cada una de estas patologias, se demostré que esta tendencia
s6lo se observa en algunas de ellas (AD y ALS).

Algunos de los requisitos para lograr que la manipulacion de la autofagia sea eficaz en las
enfermedades neurodegenerativas, identificados en esta revisién son:

- Buscar o desarrollar compuestos con potencial terapéutico para inducir otras fases de la
autofagia con objetivos moleculares mas selectivos.

- Conocer mas a detalle las alteraciones que presenta la autofagia en este tipo de
enfermedades, estableciendo las etapas afectadas. Lo cual facilitara la eleccion de un
regulador adecuado, segun su mecanismo de accion.

- Crear mejores métodos que permitan estudiar y cuantificar de manera precisa el flujo de la
autofagia, asi como el funcionamiento de sus distintas etapas in vivo.

- Considerar los efectos adicionales que tienen los reguladores de la autofagia, para poder
determinar sus concentraciones y regimenes de uso adecuados.

- Continuar con la busqueda de biomarcadores y/o el desarrollo de herramientas que permitan
la deteccion temprana de las enfermedades neurodegenerativas y asi, lograr que la

modulacién de la autofagia se lleve a cabo en el momento oportuno.
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7. Anexos
7.1. Requladores adicionales de la autofagia con potencial terapéutico parala AD reportados durante los afios

2010 a 2017
Tabla 15
Estudios Preclinicos
Modulador Mecanismo — —— Efecto Referencia
in vitro in vivo
Antagonista de Diversos -Reduce el dafio progresivo en la memoria asociado con
AVN-211 i e : o 77
5-HTeR No reportados modelos la AD. Tiene baja toxicidad, un perfil farmacocinético Ivachtchenko et al.(2016)
(un activador de mTOR) animales apropiado, es estable y no presentd efectos secundarios
Azul de -Inhibe a mTOR, a través Ratdn
Metileno de la activacion de AMPK Células CHO (MAPT) - Atenua los niveles de tau Congdon et al. (2012) 7
; (MAPT)
-Inhibe a la MAO y al NO
. Rato -Mejora el aprendizaje espacial y los déficits de memoria,
Carbamazepina | | . -\ TOR No reportados aton reduce los niveles de AB y de las placas seniles. También | Lj et al. (2013)1
(APP/PSEN1) | . . Y
incrementa el flujo autofagico
Inhibidores de Células SH-SY5Y -Restablece la acidificacion lisosdmica que se afecta por
GSK-3: (transfectadas con GSK- la actividad de GSK-3
30 0 GSK-3B SsiRNA) Avrahami et al. (2013)*°
-L803-mts o . Ratodn -Reduce la patologia de AB (promueve su degradacion),
Al inhibir a GSK-3, estan L P e
- (APP/PSEN1) | disminuye los déficits cognitivos y restablece la
|nd|r§ctamente acidificacion lisosédmica y la actividad de mTOR
relacionados con mTOR
-Inhibidores 3 L . .
Vill y XI de Células N2a (APP) -Disminuye I.a, expresu?n de API.D, debido a que aumenta Parr et al. (2012)161
. su degradacion a través de un incremento en la
Calbiochem © d d t d t !
biogénesis lisosomal
-Elimina la aparicion de oligémeros de AB, evitando asi la
, formacién de fibrillas. Adicionalmente, el tratamiento
Oleuropeina : . ; ; . : 179
i con este polifenol es mas efectivo al comienzo del | Rigacci et al. (2011)
aglicona Inhibe a mTOR, a través Células SH-SY5Y proceso de agregacion de APB; pues en presencia de
de la activacion de AMPK | (tratadas con agregados fibrillas preformadas sélo neutraliza el dafio causado por
de AB) residuos de los agregados toxicos
Ratdn -Mejora desempeiio conductual y cognitivo, reduce las Rigacci et al. (2015)180
(APP) placas de AR
Células N2a ' 218
SMER28 Independiente de mTOR Cultivos primarios de re oNr;dos -Facilita la eliminacién de AB y de APP-CTFs. Tian etal. (2011)
neuronas corticales P
Nota:

Para facilitar la distincién entre los moduladores dependientes y no dependientes de mTOR, los primeros se indican en negritas.
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7.2. Ensayos Clinicos

En un ensayo clinico, los participantes reciben intervenciones especificas (medicamento,

dispositivo médico o procedimiento) de acuerdo con un plan de investigacién o un protocolo.

Durante su desarrollo se puede comparar un nuevo enfoque meédico con uno estandar que ya

esta disponible, con un placebo que no contiene ingredientes activos o con la no

intervencion??8. En la tabla 16, se describen las fases que conforman a un ensayo clinico.

Tabla 16. Fases de los ensayos clinicos.

Fase

Caracteristicas

Objetivo: Determinar seguridad e intervalo de dosis del nuevo
medicamento

Participantes: 20 a 100, sanos o que padezcan la enfermedad en
estudio

Duracion: Varios meses

Objetivo: Identificar eficacia y sus efectos secundarios
Participantes: Cientos de participantes, sanos o que padezcan la
enfermedad

Duracion: Varios meses hasta dos anos

Objetivo: Identificar eficacia y monitorear reacciones adversas
Participantes: De 300 hasta 3000, que padezcan la enfermedad

Duracion: De dos anos a cinco anos

v

Objetivo: Determinar seguridad a largo plazo y eficacia
Participantes: Miles de participantes, que padezcan la enfermedad

Duracion: De dos anos a cinco anos

Fuente: The Drug Development Process. Step 3: Clinical Research. U.S. Food and Drug
Administration. 2018226
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